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(54) PROCEDE ET SYSTEME PERMETTANT DE REALISER EN FLUX CONTINU UN PROTOCOLE BIOLOGIQUE, 
CHIMIQUE OU BIOCHIMIQUE. 



L'invention concerne la realisation, en flux continu. 
d'un protocole biologique. chimique ou biochimique sur des 
substances a analyser, le protocole comportant la mise en 
oeuvre de plusieurs etapes. H est procede a: 

- la mise en defilement d'un support d'analyse mobile 
(10) comprenant des moyens de reception (12) des subs- 
tances a analyser et de reactifs, 

- !a mise en oeuvre des etapes du protocole sur les 
substances a analyser pendant le defilement du support 
d'analyse mobile (10). 
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PROCEDE ET SYSTEME PERMETTANT DE REALISER EM FLUX 
CONTINU UN PROTOCOLE BIOLOGIQUE, CHIMIQUE OU 

BIOCHIMIQUE 

DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

L ' invention concerne un procede et un 
systeme permettant de realiser en flux continu un 
protocole biologique, chimique ou . biochimique . Elle 
perxnet de realiser un protocole complet d' analyse -sur 
un grand nombre d ' echantillons . 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

Pour des etudes biologiques, il est 
necessaire de realiser des reactions chimiques, 
biochimiques ou biologiques suivant un protocole bien 
determine. Ces reactions font tres souvent intervenir 
des etapes de melanges, des etapes de traitement 
thermique, des etapes d ' incubation, des etapes de 
detections . 

Par exemple, le systeme peut etre utilise 
pcur la synthese de produits chimiques fins, c'est-a- 
dire ceux fabriques en petits volumes et/ou avec une 
tres haute qualite, ou des series d' etapes impliquant 
un traitement de reactifs et/ou 1' injection de reactifs 
sont requises. Le systeme peut aussi etre utilise pour 
le depistage de drogues, par exemple lorsqu'une drogue 
est liee a une proteine cible, ou pour les analyses 
biologiques comme la detection d ' une interaction 
prot eine-proteine ou la defection d 1 un composant 
proteine dans un echantillon biologique complexe. 
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A titre d'exemple de reaction chimique ou 
biologique, dans le domaine de la genetique, on utilise 
tres largement le procede de reaction de polymerisation 
en chaine ou PCR (de 1' anglais "Polymerisation Chain 
Reaction"). Une etape de PCR necessite le melange d'un 
echantillon d'ADN avec des reactifs necessaires a 
1 ' amplification. 11 faut ensuite faire cycler en 
temperature les volumes de reactions entre des 
temperatures pouvant etre comprises entre 50°C et 94°C. 

Pour rentabiliser les installations des 
laboratoires, il est necessaire de concevoir ^des 
machines optimisant les points suivants : 

- minimiser les volumes d ' echantillons et 
de reactifs pour minimiser le cout de mise en ceuvre des 
reactions , 

- mettre en serie plusieurs reactions dans 
un meme systeme, 1 ' ideal etant de realiser tout un 
protocole biologique sur une meme machine, 

- mettre en parallele un grand nombre 
d* analyses, ce qui permet d'accroitre la capacite des 
laboratoires (en nombre d' analyses realisees par jour 
et par machine) . 

II existe actuellement deux grandes 
families de machines permettant de realiser un 
protocole complet d' analyse chimique ou biologique d'un 
grand nombre d ' echantillons . Une premiere famille est 
constitute par les systemes ou les liquides sont 
deposes dans des puits. Une ceuxieme famille est 
constitute par des micro-systemes ou les fluides sont 
vehicules dans des microcanaux. On utilise aussi les 



B 13757*3 JL 



2820058 

3 

termes yTAS pour "Total Analysis System" ou y.FIA pour 
"Flow Injection Analysis". 

Concernant la premiere famille de machine, 
1 ' echantillon biologique est place dans un reservoir 
realise dans une plaque et ayant la forme d'un puits 
qui est porte successivement aux temperatures desirees 
pour effectuer les traitements thermiques necessaires 
aux reactions biologiques . Les appareils commerciaux 
tels que ceux produits par la societe M.J. Research ou 
par la societe Perkin Elmer utilisent generalement- un 
systeme de thermostatisation par effet Peltier. Cette 
methode est simple a mettre en ceuvre et les composants 
sont standardises dans le cas de plaques de titration 
comportant 384 puits repartis selon une matrice de 16 
lignes et 24 colonnes. 

Chaque operation du protocole biologique 
(remplissage, PCR, ajout d'un reactif...) se fait en 
general sur des machines di fferentes . Suivant le nombre 
d' analyses a realiser, la gestion des echantillons , des 
reactif s et des plaques peut devenir tres compliquee. 
Ce genre de machine ne permet pas de travailler en flux 
continu de reactions, les machines ne permettant 
generalement de ne traiter qu 1 une seule plaque a la 
f ois . 

Concernant la deuxieme famille de machines, 
qui est plus recente que la premiere famille, des 
microcanaux permettent de vehicular les liquides 
necessaires aux reactions. Les avantages de . cette 
deuxieme famille sont nombreux . On peut citer : 

- la miniaturisation des volumes des 
reactif s et des echantillons, 
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- 1 ' integration de plusieurs reactions sur 
le meme composant, ce qui permet a 1' ensemble d'un 
protocole biologique d'etre effectue sur une meme 
biopuce et ce qui minimise ou facilite 1 ' automatisation 
des operations de manipulation, 

- la realisation de protocoles en parallele 
sur plusieurs canaux. 

Les canaux peuvent etre obtenus par gravure 
dans des substrats en silicium, en verre ou un materiau 
polym^re. Les liquides en reaction circulent . en 
traversant des zones a temperature controlee. On peut 
se referer a ce sujet a 1* article "Continuous Flow PCR 
on . a Chip" de M.U. KOPP et al . , Proceedings of the 
pTAS'98 Workshop, Banff, Canada, 13-16 octobre 1998, 
Ed. Kluwer Academic Publishers, pages 7 a 10. 

II existe aussi des systemes ou plusieurs 
echantillons circulent en meme temps sur les memes 
canaux. On parle alors de flux continu de reactions. On 
peut se referer a ce sujet a 1' article "Synthesis and 
Analysis of Chemical Components in Nanoscale" de 
E. LITEORN et al . , Proceedings of the yTAS'2 000 
symposium, pages 447 a 454, et a la demande 
internat ionale WO-A-00/21 666. 

Malheureusement , la mise au point de ces 
composants reste difficile, principalement en raison du 
probleme du controle du transport des liquides dans les 
canaux. La mise en mouvement des liquides necessite des 
methodes de pompage integre comme 1 ' electro-osmose ou 
des systemes de distribution par pression ou par debits 
imposes qui restent difficiles a met:re au point et 
sont souvent d'un prix de fabrication tres eleve. La 



B 13757.3 JL 



2820058 

5 

fonction de pompage, pour vehiculer les liquides dans 
des canaux ou sont ef fectuees les reactions du 
protocole, est cependant un point clef et 
incontournable de tous les composants dits "lab on a 
5 chip" . 

Le brevet americain N° 5 736 106 divulgue 
un dispositif permettant de realiser un protocole de 
traitement thermique sur une substance. Le dispositif 
comprend une plaque conductrice de la chaleur possedant 

10 des cavites servant de chambres de reaction* et 
contenant une substance a analyser. Les chambres" de 
reaction sont obturees par une feuille transparente . Un 
mecanisme de tapis roulants permet d ' amener la plaque a 
cavites a des positions fixes successives pour porter 

15 le contenu des cavites a des temperatures determinees . 

EXPOSE DE L' INVENTION 

L' invention permet de cumuler les avantages 

present^s par les techniques de l'etat de l'art tout en 

minimisant les inconvenients. Elle permet de travailler 

2 0 en flux continu d' analyse sur une meme machine afin 

d'augmenter la rentabilite des laboratoires . Elle 
permet de realiser toutes les stapes d 1 un protocole 
biologique sur une meme machine en integrant 
1' injection de reactifs ou d * echantillons , le melange 
25 de reactifs, la detection d'analytes, des traitements 
optiques ou thermiques ou en mettant en oeuvre des 
fonctions telles que le cyclage en temperature, les 
melanges de reactifs et eventuellement la detection. 
Elle ne necessite pas la mise au point de systemes 

3 0 complexes de pompage de liquide dans des microcanaux. 
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L ' invention met en oeuvre un support 
d' analyse qui se deplace de maniere continue ou a un 
petit pas. Contrairement au brevet americain 
N° 5 736 106, cite plus haut, les etapes du protocole 
peuvent se faire simultanement sur un grand nombre 
d'echantillons, ce qui permet de realiser en continu 
les protocoles biologiques . 

Un premier objet de 1 ' invention consiste en 
un systeme permettant de realiser en flux continu un 
protocole biologique, chimique ou biochimique sur des 
substances a analyser, le protocole comportant la raise 
en oeuvre de plusieurs etapes, le systeme etant 
caracterise en ce qu'il comprend :. 

- un support d' analyse mobile comprenant 
des .moyens de reception des substances a analyser et de 
reactifs , 

- des moyens permettant la mise en oeuvre 
des etapes du protocole, disposes de fagon que les 
moyens de reception du support defilent devant eux lors 
de la mise en oeuvre de ces etapes. 

II peut comprendre en outre des moyens 
permettant d'apporter successivement les substances a 
analyser et les reactifs jusqu'aux moyens de reception 
du support d' analyse mobile. 11 peut aussi comprendre 
en outre des moyens de detection appliques aux 
substances ayant subi les etapes du protocole pour 
fournir une analyse de ces substances. 

Avantageusement , les moyens de reception 
som disposes de fagon a constituer une matrice de 
lignes et de colonnes . 
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De preference., le support d' analyse mobile 
est pourvu de moyens permettant d'eviter 1 ' evaporation 
des substances a analyser et des reactifs. Ces moyens 
permettant d'eviter 1 ' evaporation peuvent etre choisis 
parmi : 

- une atmosphere a humidite controlee, 

- un milieu liquide non miscible avec les 
substances k analyser, les reactifs et les produits de 
reaction entre substances a analyser et reactifs, 

- un film de liquide non miscible avec les 
substances a analyser et les reactifs, recouvrant "les 
moyens de reception et apte a etre traverse par les 
substances a analyser et les reactifs. 

Les moyens permettant la mise en oeuvre des 
etapes du protocole peuvent comprendre des moyens 
d ' apport d'energie. Les moyens permettant la mise en 
csuvre des etapes du protocole peuvent aussi comprendre 
des moyens pour injecter un reactlf ou un echantillon, 
des moyens de traitement optique (par exemple un 
traitement ultra-violet) d'un reactif ou d'un 
echantillon, des moyens d 1 application d'un champ 
magnetique, des moyens d' aspiration pour enlever tout 
ou partie d'un volume de reaction, des moyens de 
detection, par exemple pour detecter un parametre d'un 
constituant d'un echantillon ou de tout marqueur 
detectable, et des moyens de traitement thermique d'un 
echantillon. Ces moyens d 1 apport d'energie peuvent etre 
des moyens de chauffage permettant de porter les moyens 
de reception a une temperature determinee. Ces moyens 
de chauffage peuvent comprendre au moins un barreau 
thermique porte a ladite temperature determinee. Le 
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barrcau thermique peut etre porte a ladite temperature 
determinee par la circulation d'un fluide caloporteur 
et/ou par effet Joule et/ou par effet Peltier et/ou par 
un rayonnement lumineux. Le systeme peut comprendre en 
ou:re des moyens pour rapprocher le support d' analyse 
mobile du barreau thermique. 

Scion un exemple de realisation, les moyens 
perir.et tar.t d'apporter les substances a analyser et les 
react:.fs, e: les moyens permettant la mise en ceuvre des 
etapcs du protocole sont agences de fagon a obtenir 

successivement : 

- l'apport d'un premier compose chimique 
dans un volume de reaction jusqu'au moyen de reception, 

- le deplacement du support d' analyse 
mobile vers un premier element d' injection, 

- l'apport d'un deuxieme compose chimique 
dans le volume de reaction par le premier element 
d' injection, 

- et optionnellement , le Replacement du 
support d' analyse mobile vers un deuxieme element 
d' injection pour apporter un troisieme compose chimique 
au volume de reaction. 

Les moyens de detection peuvent etre des 
moyens fournissant une analyse des substances 
directement sur le support d* analyse mobile ou des 
moyens fournissant une analyse des substances apres 
leur transfer t du support d 1 analyse mobile. 

Selon une premiere variance de realisation, 
le support d' analyse mobile est constitue par une 
plaque, les moyens de reception etant constitues par 
des puits realises dans la plaque. Dans ce cas, les 
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moyens permettant d'apporter les substances a analyser 
et les reactifs comprenant des capillaires 
s • introduisant dans les puits, les puits peuvent 
presenter un col favorisant le decrochage des 
substances a analyser et des reactifs desdits 
capillaires. La plaque peut etre en un materiau choisi 
parmi le silicium, le verre et le plastique (par le 
terme plastique, on designe egalement les polymeres) . 
Les moyens de reception peuvent §tre constitu^s de 
trous traversant la plaque, le fond des trous etant 
obture par un film adherant a une face de la plaque, 
lis peuvent aussi etre constitues par des cuvettes 
realisees a partir d'une face de la plaque.. 

Selon une deuxieme variante de realisation, 
le support d* analyse mobile est constitue par une 
plaque, les moyens de reception etant constitues par 
des plots disposes sur une face de la plaque et 
permettant 1 ' accrochage des substances a analyser. 

Selon une troisieme variante de 
realisation, le support d' analyse mobile est un film. 
Les moyens de reception peuvent resulter de forces de 
capillarite entre une surface du film et les substances 
a analyser. Le film peut etre mobile entre un rouleau 
derouleur et un rouleau enrouleur. Si le film est un 
film uniforme, la surface du film peut etre une surface 
hydrophile. Le film peut etre un film structure, la 
structuration du film permettant de determiner 
1 ' emplacement des moyens de reception. Par exemple, la 
surface du film peut etre hydrophobe et supporter et 
des plots hydrophiles constituant lesdits moyens de 
reception. Par exemple encore, la surface du film peut 
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presenter des cuvettes constituant lesdits moyens de 
reception. Le film peut posseder une conductivity 
thermique anisotrope, la conductivity thermique selon 
l'epaisseur du film etant superieure a la conductivity 
thermique dans le plan du film. 

Selon une quatrieme variante de 
realisation, le support d' analyse mobile comprend au 
moins un fil permettant l'accrochage de gouttes des 
substances a analyser, les moyens de reception 
resultant de forces de capillarite entre le fil et .les 
substances a analyser. Le fil peut etre mobile entre un 
rouleau derouleur et un rouleau enrouleur. II peut etre 
hydrophile. Selon un exemple particulier, les moyens 
permettant la mise en oeuvre des etapes du protocole 
comprenant des moyens de chauffage des gouttes 
accrochees sur le fil, ces moyens de chauffage 
comprennent un milieu liquide porte a une temperature 
determinee, non miscible avec les substances a analyser 
et avec les produits de reaction entre substances- a 
analyser et reactifs, les gouttes passant a travers ce 
milieu liquide lors du defilement du support. Selon un 
autre exemple particulier, les moyens permettant la 
mise en oeuvre des etapes du protocole comprenant des 
moyens de chauffage des gouttes accrochees sur le fil, 
ces moyens de chauffage comprennent un element pourvu 
d'un trou de passage dudit fil et porte a une 
temperature determinee . 

Un deuxieme objet de 1 ' invention consiste 
en un procede de realisation, en flux continu, d'un 
protocole biologiqae, chimique ou biochimique sur des 
substances a analyser, le protocole comportant la mise 
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en oeuvre de plusieurs etapes, le procede etant 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en defilement d'un support 
d' analyse mobile comprenant des moyens de reception des 
substances a analyser. et de reactifs, 

- la mise en. oeuvre des etapes du protocole 
sur les substances a analyser pendant le defilement du 
support d' analyse mobile. 

Avantageusement , les substances a analyser 
et les reactifs sont apportes successivement jusqu'aux 
moyens de reception du support pendant son defilement. 

Le procede peut comprendre en outre une 
analyse, par des moyens de detection, des substances 
ayant subi les etapes du protocole. 

Les etapes du protocole peuvent comprendre 
au moins une etape d'apport d'energie. .L'etape d'apport 
d'energie peut etre une etape d'apport d'energie 
thermique . 

Selon un mode de mise en oeuvre particulier, 
le procede se deroule de fagon a cbtenir 
successivement : 

- 1 * apport d'un premier compose chimique 
dans un volume de reaction jusqu'au moyen de reception, 

- le deplacement du support d' analyse vers 
un premier element d* injection, 

- 1 ' apport d'un deuxierne compose chimique 
dans le volume de reaction par le premier element 
d ' injection, 

- et optionnellement , le deplacement du 
support d' analyse mobile vers un deuxierne element 
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d' injection pour apporter un troisieme compose chimigue 
au volume de reaction. 

L ' analyse des substances ayant subi les 
etapes du protocole peut etre effectuee directement sur 
le support d' analyse mobile ou apres leur transfert du 
support d* analyse mobile. 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L* invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularities apparaitront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee a tixre 
d'exemple non limitatif, accorapagnee des dessins 
annexes parmi lesquels : 

- les figures 1A et IB illustrent de fagon 
partielle, un systeme permettant de realiser en flux 
continu un protocole biclogique, chimique ou 
biochimique selon 1" invention, la figure 1A montrant un 
premier support d 1 analyse mobile en coupe longi tudinale 
tandis que la figure IB montre le support d' analyse 
mobile de la figure 1A vu de dessus ; 

- la figure 2 est une vue partielle et en 
coupe longi tudinale du support d'analyse mobile lors du 
f oncticnnement du systeme ; 

- la figure 3 mcntre, en coupe 
longitudinale et partielle, un deuxiene support 
d' analyse mobile selon 1 ' invention lors du 
f one tionnement du systeme ; 

- la figure 4 montre, en perspective, un 
troisieme support d 1 analyse mobile selon 1 ' invention 
lors du f onctionnement du systeme ; 
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- la figure 5 montre , en perspective, un 
quatrieme support d' analyse mobile selon 1 ' invention 
lors du fonctionnement du systeme ; 

- la figure 6 montre, en coupe 
longicudinale et partiellement , le systeme selon 
1 ' invention ou sont visibles trois barreaux thermiques 
permettant de realiser des etapes d'un protocole 
biologique, chimique ou biochirnique ; 

- la figure 7 illustre un cycle PCR realise 
sur un support d' analyse mobile, conformement" a 
1 ' invention . 

DESCRIPTION DETAILLEE DE MODES DE REALISATION DE 
L ' INVENTION 

Comme indique ci-dessus, le systeme peut 
aussi etre avantageusement utilise pour toute 
application impliquant un protocole comprenant des 
etapes en serie. Les moyens permettant la mise en oeuvre 
d'un protocole peuvent comprendre par exemple des 
moyens d l injection d'un reactif ou d'un echantillon, 
des moyens de' traitement optique (par exemple un 
traitement ultra-violet) d'un reactif ou d'un 
echantillon, des moyens de detection par exemple pour 
detecter un parametre d'un constituant d'un echantillon 
ou de tout marqueur detectable et des moyens de 
traitement thermique d'un echantillon. 

Toute synthese requerant 1* injection en 
serie de r^actifs peut en particulier etre 
avantageusement mis en ceuvre selon le procede et grace 
au systeme de 1* invention. A titre d'exemples, les 
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applications de 1 1 invention comprennent la synthese de 
produits chimiques, en particulier de produits 
chimiques fins, c'est-a-dire ceux fabriques en petits 
volumes et/ou avec une tres haute qualite. En outre, un 
substrat microf luidique ou un dispositif selon 
1' invention, mettant en aeuvre plus d'un protocole, peut 
etre con?u, par exemple pour la synthese de produits 
chimiques fins en combinaison avec un depistage en 
ligne (par exemple le depistage de drogues) . 

Dans une application de 1' invention, un* ou 
plusieurs reactifs sont disposes sur la surface" du 
support comme il est requis, sous forme d'une 
gouttelette liquide. D'autres reactifs peuvent etre 
ajout£s par des Elements d* injection positionnes le 
long du disposicif, ces elements d* injection injectant 
la quantite requise de reactifs. Les caracter istiques 
du dispositif, comportant entre autres le materiau du 
support d' analyse, sont choisies de fagon a etre 
compatibles avec les caracteristiques des reactions 
envisagees, par exemple les temperatures des reactions 
et les solvants (par exemple : eau, solvants 
organiques) mis en ceuvre dans la synthese. Dans un 
autre mode de realisation, le systeme selon 1' invention 
peut etre utilise pour un depistage de drogue dans 
lequel une proteine ou une composition de cellule est 
fournie au support sous forme d'une gouttelette, un 
compose de test est injecte par un element d' injection 
positionne le long du systeme et, optionnellement , une 
etape de detection cu d' analyse est menee sur 
1 ' echantillon, de preference par des moyens de 
detection situes sur le systeme. Dans un autre mode de 
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realisation, le systeme peut etre utilise pour un 
protocole de detection dans lequel un echantillon est 
fourni au support d' analyse sous forme de gouttelettes 
et un element pour mener une etape de detection est 
positionne dans le systeme. Par exemple, la 
nephelometrie par laser peut etre utilisee pour 
detecter des complexes antigene-anticorps pour le 
d^pistage a debit eleve pour determiner la solubilite 
dans l'eau d'une drogue. On peut se reporter a ce sujet 
a 1' article de CD. BEVAN et al . , paru dans Anal . 
Chem., 15 avril 2000, 72(8), pages 1781 a 1787. Dans 
d'autres applications, les moyens permettant la mise en 
oeuvre du protocole sont des moyens pour realiser des 
traitements ultra-violets. Par exemple, la lumiere 
ultra-violette est connue pour induire une reticulation 
entre des brins complementaires d'ADN et entre ADN et 
proteines. Un echantillon" est fourni au support 
d' analyse sous forme de gouttelette et un element de 
traitement aux ultra-violets dispose dans le systeme 
est utilise pour traiter 1 1 echantillon, comme pour une 
modification de gene ciblee sur la triple helice (voir 
1' article de F.X. BARRE et al . , paru dans Proc . Natl. 
Acad. Sci. USA, 28 mars 2000, 97(7), pages 3084 a 
3088), pour la reticulation de proteines a 1 ' ADN de 
noyaux de cellules humaines (voir 1' article de 
S. LEJNINE, paru dans Nucleic Acids Res. 15 septembre 
1999, 27(18), pages 3676 a 3684), pour 1 ' inactivation 
d' elements pathogenes (voir 1' article de K. GHALI et 
al . , paru dans J. Neurovirol, octobre 1998, 4(5), pages 
521 a 530). Dans d'autres applications de 1' invention, 
des moyens de mise en ceuvre d 1 un protocole comprennent 
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une zone dans laquelle s'exerce un champ magnetique, 
comine pour la separation de constituants d'un 
echantillon par association avec des perles magnetiques 
(par exemple la purification par calibrage pour des 
applications de sequengage utilisant des particules 
paramagnetiques, G. FRY et al . , Biotechniques, juillet 
1992, 13(1), pages 124 a 131). Dans d'autres 
applications de 1' invention, les moyens de - mise en 
ceuvre d'un protocole comprennent des moyens 

d' extraction aptes a extraire un volume determine 
d' echantillon ou d'une fraction d ' echantillon . Dans 
d'autres applications, les moyens de mise en ceuvre d'un 
protocole comprennent des elements thermiques pour 
porter un Echantillon & une temperature deuerminee , par 
exemple pour realiser une reaction PCR corame cela va 
etre decrit par la suite. 

Les figures 1A et IB montrent un premier 
support d' analyse mobile 10 dispose dans le systeme 
selon 1' invention. Le support 10 est micro-usine dans 
un substrat 11 en silicium, en plastique ou en verre . 
L'usinage permet de realiser une matrice (par exemple n 
lignes par m colonnes) de micro-reacteurs 12. Le 
support d' analyse est lie a un mecanisme de mise en 
mouvement, dans la direction de la fleche, afin de 
permettre le defilement de chaque colonne de micro- 
reacteurs (voir la figure IB) en regard des differents 
elements necessaires a la realisation du protocole. 

La figure 1A montre que les micro-reacteurs 
12 sont constitues a partir de trous (ou puits) 
traversant le support 11. Un film plastique 13, de 
faible epaisseur, colle sur la face inferieure du 
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substrat 11 permet d'obturer le fond des puits. 
L' interet de cette structure est d' assurer un bon 
echange thermique entre les volumes de reaction au fond 
des puits et des elements de controle de la temperature 
tels que ceux references 14 et 15 sur les figures 1A et 
IB. En effet, certains protocoles comme la PCR 
demandent un cyclage en temperature, typiquement une 
vingtaine de cycles a 94°C (denaturation) - 55°C 
(hybridation) - 72°C (elongation) avec des temps de 
palier de quelques dizaines de secondes. Ces variations 
de temperature sont imposees par des elements " de 
controle de la temperature tels ceux references 14 et 
15 sur les figures 1A et IB, encore appeles barreaux 
thermiques et fonctionnant par exemple par effet 
Peltier ou par circulation d ' un fluide caloporteur. 

La reference 18 designe, de maniere 
schematique, un element permettant d'effectuer la 
detection du produit obtenu a 1' issue du protocole. 

Le fluide caloporteur peut circuler a 
travers un canal circulaire traversant les barreaux 
thermiques, ou a travers un systeme d'ailettes 
permettant d'optimiser les echanges de chaleur entre le 
fluide caloporteur et le barreau , Chacun des barreaux 
thermiques est reiie a un bain thermostate avec un 
systeme de pompage pour faire circuler le fluide 
caloporteur . 

II est possible d'integrer des elements de 
mesure de la temperature dans les barreaux pour 
asservir la temperature du bain thermostate. II est 
aussi possible d'integrer des elements - chauffant 
complementaires dans les barreaux thermostates . 
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L* element chauffant est par exemple une resistance 
electrique travaillant comme une source chaude et le 
fluide caloporteur comme une source froide. Le 
chauffage peut etre aussi obtenu par rayonnement 
lumineux . 

Pour augmenter 'les echanges thermiques, il 
peut etre avantageux d'aj outer un systeme pour presser 
le support d' analyse sur le barreau chauffant. Ceci est 
obtenu par exemple, par un systeme d' aspiration au 
niveau du barreau chauffant ou par un systeme de bride, 
le support d' analyse etant pris en sandwich entre" la 
bride et le barreau chauffant. • 

Pour eviter 1 1 evaporation des substances a 
analyser et des reactifs, il est particulierement 
avantageux que les puits soient, avant utilisation, 
remplis d'un liquide non miscible avec les produits qui 
y seront introduits. Ces differents produits peuvent 
etre amenes par de petits capillaires 16 disposes de 
maniere a introduire successivement les produits h 
injecter lorsque le support d 1 analyse est en 
defilement. Les capillaires sont par exemple des fibres 
en silice fondue couramment utilisees dans les 
dispositifs micro-f luidiques . Le controle de la 
formation d'une goutte en sortie de fibre est par 
exemple assure par un g^nerateur de pression ou par un 
pcusse-seringue . 

La figure 2 montre que les puits 12 formes 
dans le substrat 11 pr6sentent un col 17 favorisant le 
decrochage des gouttes lorsque les capillaires 16 se 
trouvent plonges dans les puits 12. La figure 2 montre 
la realisation de deux depots. A gauche de la figure, 
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un capillaire, mis en mouvement horizontal synchronise 
avec le support mobile vient deposer une substance a 
analyser dans un puits determine. A droite de la 
figure, un autre capillaire vient, de maniere 
identique, ajouter un reactif a une substance deposee 
dans un puits. 

Les gouttes injectees tombent au fond des 
puits par gravite, le liquide non miscible contenu au 
fond des puits (typiquement de l'huile) etant plus 
leger que les substances a analyser et les reactif s. 
Ainsi, les capillaires ne sont jamais directement* en 
contact avec les volumes de reaction deja contenus dans 
les puits, ce qui permet de s'affranchir des problemes 
de contamination. II est preferable que les surfaces 
presentees par le support d' analyse soient tres 
hydrophobes . 

Le liquide non miscible avec les substances 
a analyser et les reactif s peut etre de l'huile 
(minerale, silicone...) ou un solvant organique non 
miscible a 1 1 eau tel que 1' octane. 

Pour eviter 1 ' evaporation , il est aussi 
possible de recouvrir les puits d 1 un film de liquide 
non miscible, les gouttes de substance ou de reactif 
etant alors injectees dans les puits a une vitesse 
determinee pour traverser le film de liquide non 
miscible. 

La figure 3 illustre un exemple de support 
d' analyse mobile ou les micro-reac teurs sont constitues 
par des cuvettes. Cette figure montre un support 20 
dont la face superieure comporte des cuvettes 21. Un 
film d'huile 22 est prevu sur la face superieure du 
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support: pour eviter 1 ' evaporation des substances a 
analyser 23 et des reactifs 24 injectes dans les 
cuvettes par les distributeurs respectifs 25 et 26. 

Dans le mode de realisation represents a la 
figure 4, le support d' analyse mobile est un film 30 ou 
un tapis roulant . Les substances a analyser et les 
pr:>duits de reaction correspondent a des gouttes 
depcsees sur le film 30 en defilement. Sur la figure 4, 
on reconnait des capillaires d' injections 36 et des 
elements de controle de la temperature 34 et 35 ldges 
dans une platine 31. 

L ' accrochage des gouttes est assure par les 
forces de capillarite existant entre les gouttes et le 
film 30. Un systeme de mise en translation du film 
permet de vehiculer les gouttes le long des differents 
elements permettant le deroulement du protocole 
{depots, chauffages, detection). Dans 1 ' exemple 
represents a la figure 4, le film 30 est mis en 
mouvement par un systeme de bobinage de maniere 
analogue a une cassette de magnetoscope , le film 
circulant d'un rouleau derouleur 37 a un rouleau 
enrouleur 38 . 

Le film 30 se deroulant est recouvert d'un 
film d'huile 32 ou d'un liquide non miscible avec les 
substances a analyser et les reactifs, afin d' eviter 
leur evaporation. 

L' exemple de realisation illuszre par la 
figure 4 peut bien sur comporter plusieurs series de 
zones chauff antes pour assurer les cycles desires, par 
exemple un cycle PGR. 
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Le film peut etre soit uniforme, soit 
structure. Dans le cas d'un film uniforme, il est 
avantageux que ce film soit legerement hydrophile afin 
que la goutte deposee ne roule pas pour assurer 
5 1 ' accrochage de la goutte sur le film. II est possible 
d'utiliser un film en materiau organique (un plastique 
ou un polyimide tel que le Kapton®) ou un fil 
metallique (par exemple en aluminium ou en or) . 

L'interet d'un film structure est de 
10 pouvoir agir sur un auto-positionnement des gouttes. 
Ceci est par exemple realise par un film hydrophobe 
possedant des plots hydrophiles . Les gouttes se 
positionnent alors par capillarite sur les plots 
hydrophiles. II est aussi possible d'obtenir le meme 
15 resultat en structurant le film avec des cuvettes. 

Pour optimiser les echanges thermiques et 
minimiser les flux thermiques entre les elements de 
controle de la temperature, il est possible d'utiliser 
des films ayant une conductivity thermique anisotrope, 
20 c'est-a-dire isolant thermique dans le plan du film et 
conducteur thermique suivant son epaisseur. 

La partie consommable du systeme se reduit 
alors cl un film qui a l'avantage d'etre plus simple et 
moins couteux a realiser que des structures a puits ou 

2 5 a canaux. 

D ' autre part, la visibilite des gouttes 
permet le controle en temps reel et la mesure des 
volumes reactionnels apres chaque injection, ce qui 
peut etre avantageux pour la mise au point d'un suivi 

3 0 de production en temps reel. 
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Dans le mode de realisation representee a la 
figure 5, le support d' analyse est constitue de fils 
porteurs de gouttes . Un fil porteur de gouttes peut 
etre de tres petite section (de quelques \im a quelques 
5 dizaines de pm) . II est preferable d'utiliser un fil 
hydrophile pour favoriser 1 1 accrochage des gouttes. 

Les volumes de reaction correspondent aux 
gouttes accrochees aux fils 40. L ' accrochage est assure 
par des forces de capillarite existant entre les 
10 gouttes et les fils. Un systeme de mise en translation 
des fils 40 permet de vehiculer les gouttes le long -des 
differents elements de mise en oeuvre du protocole. Le 
systeme de mise en translation peut etre effectue par 
un systeme de bobinage comprenant un rouleau derouleur 
15 47 et un rouleau enrouleur 48. Pour eviter 
1 * evaporation, il est avantageux que le systeme baigne 
dans un fluide non miscible avec les reactifs, par 
exemple dans l'huile. Les gouttes a accrocher sur les 
fils 40 peuvent: etre amenees par un dispositif 
20 distributeur ou par des capillaires 46 comme pour le 
systeme decrit precedemment . 

Sur la figure 5 sont representes, de 
maniere symbolique, des elements de controle de la 
temperature 44, 45. Le controle de la temperature peut 
25 etre assure de differentes manieres possibles. A titre 
d' exemple, les gouttes accrochees aux fils 40 peuvent 
etre vehiculees a travers un flux de liquide dont on 
controle la temperature, ce liquide etant le milieu 
ambiant, l'huile notamment . Les gouttes peuvent aussi 
30 etre deplacees a proximite d' elements de controle de la 
temperature, de preference sans qu'il y ait contact. 
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Les qouttes peuvent encore passer a travers des trous 
prealablement realises dans les zones de controle 
thermique, 1 ' essentiel etant que les gouttes restent 
tou jours accrochees aux fils. 

Si les fils 40 sont des fils conducteurs de 
i ' elcccricice, le passage d'un courant electrique dans 
ces fils provoque leur echauf f ement par effet Joule, ce 
qui permet de chauffer les gouttes. Lorsqu ' un 
ref roidissement des gouttes est requis, celui-ci peut 
etre assure par le milieu amfaiant. 

La figure 6 met en evidence des elements de 
controle de la temperature. Un bati 51 supporte une 
platine 52 sur laquelle defile un support d* analyse 
mobile 50. Des volumes de reaction 53, sous la forme de 
gouttes, sont disposes regulierement sur le support 
d* analyse 50. La figure 6 montre trois elements de 
controle de la temperature 54, 55 et 56. Ces elements 
sont des barreaux thermiques loges dans un materiau 
isolant 57, leur face superieure affleurant du materiau 
isolant. D'autres moyens de chauffage peuvent etre 
utilises, par exemple ceux bases sur l'effet Joule, 
1' effet Peltier, l'effet d'un rayonnement lumineux. Les 
barreaux thermiques 54, 55 et 56 possedent un trou de 
passage d'un fluide caloporteur, tel le trou 58. Leur 
face superieure presente une cavite d ' aspiration, telle 
la cavite 59 sur le barreau thermique 54, reliee a un 
dispositif d' aspiration afin de plaquer le support 
d' analyse 50 sur les barreaux thermiques. Le barreau 
thermique 55 montre une resistance electrique 61 
permettant d'accroitre la temperature de ce barreau. Le 
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barreau thermique 56 montre un element 62 de mesure de 
la temperature de la face superieure de ce barreau. 

La' figure 7 represente, de maniere 
schematique, un support d' analyse mobile 70 soumis a un 
protocole PCR de 20 cycles. Chaque cycle comprend la 
soumission d'une substance aux trois temperatures 
successives 94°C, 55°C et 72°C fournies par vingt 
groupes de barreaux thermiques 74, 7 5 et 76. 

L'interet de 1 ' invention par rapport aux 
techniques de 1 ' etat de 1 * art peut etre demontre a 
partir d'un protocole pour 1' analyse d'une serie 
d' echantillons comportant les etapes suivantes : 

- melange d'un premier reactif a un 

echantillon, 

- cyclage thermique d'une duree t 1# 

- ajout d'un deuxieme reactif, 

- cyclage thermique d'une duree t 2 , 

- ajout d'un troisieme reactif, 

- detection d'une substance, d'une couleur 
ou d'une autre grandeur physico-chimique . 

L 1 invention permet de realiser ce protocole 
pour un grand nombre d 1 echantillons (par exemple 3 84) 
combine avec un grand nombre de reactifs differents 
(par exemple 100). L'invention permet d'obtenir ces 
100 x 384 analyses en un temps plus court que les 
machines utilisant des plaques a puits tradit ionnelles 
tout en ayant un mode de realisation plus simple que 
les systemes "lab on a chip". En effet, avec les 
machines standard travaillant avec des plaques a 384 
puits, le temps de mise en oeuvre du protocole est de 
100 x (ti + t 2 ) . Ce temps, qui est incompressible, est 
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en general trop long. On peut noter aussi qu'il est 
necessairs de concevoir des robots de manipulation des 
100 plaques a puits et un systeme de gestion et de 
distribution de 100 x 384 echantillons et de 
5 3 x 100 x 384 distributions de reactifs. 

Avec une machine utilisant des puces a 
micro-canaux travaillant en flux continu de reactions, 
il est possible de dimensionner le systeme pour 
minimises le. temps- necessaire pour les 100 x 38-4- 

10 reactions gr§ce au principe du flux continu. Par 
exemple, il suffit de realiser une puce a 384 canaux et 
de faire circuler les uns a la suite des autres, dans 
chacun des 384 canaux, les 100 reactions sur les 
differentes zones ou sont effectuees les etapes du 

15 protocole. chaque reaction etant separee 1 ' une de 
1 ' autre par des bouchons separateurs miscibles ou non 
miscibles (voir le document WO-00/21 666) . Le temps 
necessaire pour les 100 x 384 reactions est donne par 
le temps de passage entre deux reactions successives. 

20 Ainsi, une tres grande vitesse des liquides permettra 
de faire circuler toutes les reactions en un minimum de 
temps . 

La vitesse de deplacement des liquides V se 
dimensionne par la relation V = L/t ou L est la 

25 longueur des zones ou sont effectues les protocoles 
biologiques et t est le temps des protocoles 
biologiques. il est done possible, en prenant des 
grandes longueurs, d'augmenter la vitesse de 
deplacement des reactions et done de minimiser le temps 

30 necessaire pour obtenir les 100 x 384 reactions. Ce 
constat pose cependant un probleme car la necessite 
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d'augmenter la longueur des canaux est contraire a la 
miniaturisation de la puce micro-f luidique et remet en 
cause 1 1 utilisation des microtechnologies pour la 
realisation du composant. D' autre part, le controle des 
displacements sur 384 voies en paralleles avec 100 
reactions differentes pose un gros probleme de 
conception et, en particulier, il faut maitriser 
parfaitement les probl^matiques de la m^canique des 
fluides dans des petits canaux. 

L ' invention permet de garder l'avantage" du 
flux continu de reactions concernant la rapidite 
d 1 execution des 100 x 3 84 reactions sans avoir 
1 1 inconvenient du controle du deplacement des liquides 
dans des micro-canaux. En effet, 1 ' invention permet de 
realiser des reactions biologiques en flux continu, en 
deplagant le support mobile sur lequel sont immobilises 
les volumes de reaction. Le deplacement des volumes de 
reaction est done d'irectement controle par le 
deplacement du support mobile, bien plus simple a 
realiser qu'un systeme de pompage dans des micro- 
canaux. II faut ncter aussi, comme autre avantage par 
rapport aux dispositifs a microcoanaux, que la vitesse 
de deplacement du support d' analyse, et par consequent 
des echantillons analyses , est independante des volumes 
des echantillons ou des volumes injectes. 
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REVINDICATIONS 

1. Systeme permettant de realiser en flux 
continu un protocole biologique, chimique ou 
biochimique sur des substances a analyser, le protocole 
comportant la mise en ceuvre de plusieurs etapes, le 
systeme etant caracterise en ce qu'il comprend : 

- un support d' analyse mobile (10, 20, 30, 
40, 50) comprenant des moyens de reception des 
substances a analyser et de reactifs, 

- des moyens permettant la mise en ceuvre 
des Stapes du protocole, disposes de fagon que les 
moyens de reception du support defilent devant eux lors 
de la mise en ceuvre de ces etapes. 

2. Systeme selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend en outre des moyens 
(16, 25, 26, 36, 46) permettant d'apporter 
success ivement les substances a analyser et les 
reactifs jusqu'aux moyens de reception du support 
d ' analyse mobi le . 

3. Systeme selon 1 1 une des revendications 1 
ou 2, caracterise en ce qu'il comprend en outre des 
moyens de detection (18) appliques aux substances ayant 
subi les etapes du protocole pour fournir une analyse 
de ces substances/ 

4. Systeme selon I 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que les moyens 
de reception (11) sont disposes de fagon a constituer 
une matrice de lignes et de colonnes . 
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5. Systeme selon l'une quelconque des 
revendications 1 <k 4 , caracterise en ce que le support 
d* analyse mobile est pourvu de moyens permettant 
d*6viter 1 ' evaporation des substances a analyser et des 
reactifs . 

6. Systeme selon la revendication 5, 
caracterise en ce que les moyens permettant d'eviter 
1 1 evaporation des substances a analyser et des reactif s 
sont choisis parmi : 

- une atmosphere a humidite controlee, 

0 

- un milieu liquide non miscible avec les 
substances a analyser, les reactifs et les produits de 
reaction entre substances a analyser et reactifs, 

- un film de liquide non miscible avec les 
substances a analyser et les reactifs, recouvrant les 
moyens de reception et apte a etre traverse par les 
substances a analyser et les reactifs. 

7. Systeme selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que les moyens 
permettant la mise en oeuvre des etapes du protocole 
comprennent des moyens d'apport d'energie. 

8. Systeme selon la revendication 7, 
caracterise en ce que les moyens d'apport d'energie 
sont des moyens de chauffage (14, 15, 34, 35, 44, 45, 
54, 55, 56) permettant de porter les moyens de 
reception a une temperature determinee . 
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9o Systeme selon la revendication 8, 
caracterise en ce que lesdits moyens de chauffage 
comprennent au rnoins un barreau thermique (54, 55, 56) 
porte a ladite temperature determinee. 

10 • Systeme selon la revendication 9, 
caracterise en ce que le barreau thermique est porte a 
ladite temperature determinee par la circulation d'un 
fluide caloporteur et/ou par effet Joule et/ou par 
effet Peltier et/ou par un rayonnement lumineux . 

11. Systeme selon l'une des revendications 
9 ou 10, caracterise en ce qu'il comprend en outre des 
moyens (59) pour rapprocher le support d' analyse mobile 
du barreau thermique . 

12. Systeme selon la revendication 2, 
caracterise en ce que les moyens permettant d'apporter 
les substances a analyser et les reactifs, et les 
moyens permettant la mise en oeuvre des etapes du 
protocole sont agences de fagon a obtenir 
successivement : 

- I'apport d'un premier compose chimique 
dans un volume de reaction jusqu'au raoyen de reception, 

- le deplacement du support d 1 analyse 
mobile vers un premier element d' injection, 

- I'apport d'un deuxieme compose chimique 
dans le volume de reaction par le premier element 
d * injection, 

- et optionnellement , le deplacement du 
support d' analyse mobile vers un deuxieme element 
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d' injection pour apporter un troisieme compose chimique 
au volume de reaction. 

13 • Systeme selon la revendication 3, 
caracterise en ce que les moyens de detection (18) sont 
des moyens fournissant une analyse des substances 
directement sur le support d'analyse mobile (10). 

14o Systeme selon la revendication 3, 
caracterise en ce que les moyens de detection sont des 
moyens fournissant une analyse des substances apres 
leur transfert du support d'analyse mobile. 

15o Systeme selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le support d'analyse mobile (10) 
est constitue par une plaque (11), les- moyens de 
reception etant constitues par des puits (12) realises 
dans la plaque. 

16 o Systeme selon les revendications 2 et 
15 prises ensemble, caracterise en ce que les moyens 
permettant d * apporter les substances a analyser et les 
reactifs comprenant des capillaires (16) s ' introduisant 
dans les puits (12), les puits presentent un col (17) 
favorisant le decrochage des substances a analyser et 
des reacnifs desdits capillaires. 

17, Systeme selon la revendication 15, 
caracterise en ce que la plaque (11) est en un materiau 
choisi parmi le silicium, le verre et le plastique. 
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18* Systeme selon I'une quelconque des 
revendications 15 a 17, caracterise en ce que les 
moyens de reception sont constitues de trous (12) 
traversant la plaque (11), le fond des trous etant 
obture par un film (13) adh^rant a une face de la 
plaque . 

19 o Systeme selon la revendication 15, 
caracterise en ce que les moyens de reception sont 
constitues par des cuvettes (21) realisees a partir 
d'une face de la plaque (20) . 

20 o Systeme selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le support d' analyse mobile est 
constitue par une plaque, les moyens de reception etant 
constitues par des plots disposes sur une face de la 
plaque et permettant I'accrochage des substances a 
analyser. 

21 * Systeme selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le support d' analyse mobile est 
un film (30) . 

22c Systeme selon la revendication 21, 
caracterise en ce que les moyens de reception resultent 
de forces de capillarite entre une surface du film et 
les substances a analyser. 

23, Systeme selon la revendication 21, 
caracterise en ce que le film (30) est mobile entre un 
rouleau derouleur (37) et un rouleau enrouleur (38). 
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24. Systeme selon la revendication 21, 
caracterise en ce que le film (30) etant un film 
uni forme, ladite surface du film est une surface 
hydrophile . 

25. Systeme selon la revendication 21, 
caracterise en ce que le film est un film structure, la 
structurat ion du film permettant de determiner 
1 ' emplacement des moyens de reception. 

26. Systeme selon la revendication 25, 
caracterise en ce que ladite surface .du film est 
hydrophobe et supporte des plots hydrophiles 
const ituant lesdits moyens de reception. 

27. Systeme selon la revendication 25, 
caracterise en ce que ladite surface du film presente 
des cuvettes constituant lesdits moyens ce reception. 

28. Systeme selon la revendication 21, 
caracterise en ce que le film possede une conductivity 
thermique anisotrope, la conductivity thermique selon 
l'epaisseur du film etant superieure a la conductivity 
thermique dans ie plan du film. 

29 - Systeme selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le support d' analyse mobile 
comprend au moins un fil (40} permettant 1 ' accrochage 
de gouttes des substances a analyser, les moyens de 
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reception resultant de forces de capillarite entre le 
fil et les substances a analyser. 

30 o Systeme selon la revendication 29, 
caract£ris6 en ce que ledit fil (40) est mobile entre 
un rouleau derouleur (47) et un rouleau enrouleur (48) . 

31 o Systeme selon la . revendication 29, 
caracterise en ce que ledit fil (40) est hydrophile. 

32. Systeme selon la revendication 29 , 
caracterise en ce que les moyens permettant la mise en 
oeuvre des etapes du protbcole comprenant des moyens de 
chauffage des gouttes accrochees sur le fil, ces moyens 
de chauffage comprennent un milieu liquide porte a une 
temperature determinee, non miscible avec les 
substances a analyser et avec les produits de reaction 
entre substances a analyser et reactifs, les gouttes 
passant a travers ce milieu liquide lors du defilement 
du support . 

33 o Systeme selon la revendication 29, 
caracterise en ce que les moyens permettant la mise en 
ceuvre des etapes du protocole comprenant des moyens de 
chauffage des gouttes accrochees sur le fil, ces moyens 
de chauffage comprennent un element pourvu d'un trou de 
passage dudit fil et porte a une temperature 
determinee . 

34. Procede de realisation, en flux 
continu, d'un protocole biologique, chimique ou 
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biochimique sur des substances a analyser, le protocole 
comportant la raise en oeuvre de plusieurs etapes, le 
precede etant caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en defilement d'un support 
d'analyse mobile (10, 20, 30, 40, 50) comprenant des 
moyens de reception des substances a analyser et de 
reactif s , 

- la mise en oeuvre des etapes du protocole 
sur les substances a analyser pendant le defilement du 
support d' analyse mobile. 

35 o Procede selon la revendication 34, 
caracterise en ce que les substances a analyser et les 
reactif s sont apportes successivement jusqu'aux moyens 
de reception du support pendant son defilement. 

36. Procede selon 1 ' une des revendicazions 
34 ou 35, caracterise en ce ''qu'il comprend en outre une 
analyse, par des moyens de detection, des substances 
ayant subi les etapes du protocole. 

37. Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications 34 a 36, caracterise en ce que les 
etapes du protocole comprennent au rnoins une etape 
d ' apport d ' energie . 

38. Procede selon la revendication 37, 
caracterise en ce que 1 ' etape d' apport d* energie est 
une etape d* apport d' energie thermique . 
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39 o Procede selon la revendication 35, 
caracterise en ce qu'il se deroule de fagon a obtenir 
successivement : 

- 1 ' apport d'un premier compose chimique 
dans un volume de reaction jusqu'au moyen de reception, 

- le deplacement du support d' analyse 
mobile vers un premier element d' injection, 

- 1 1 apport d'un deuxieme compose chimique 
dans le volume de reaction par le premier element 
d ' injection , 

- et optionnellement , le deplacement du 
support d' analyse mobile vers un deuxieme element 
d' injection pour apporter un trcisi^me compost chimique 
au volume de reaction. 

40c Procede selon la revendication 36, 
• caracterise en ce que ladite analyse des substances 
ayant subi les etapes du protocole est effectuee 
directement sur le support d' analyse mobile. 

41 o Procede selon la revendication 36, 
caracterise en ce que ladite analyse des substances 
ayant subi les etapes du protocole est effectuee apres 
leur transfert du support d* analyse mobile. 
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